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RESUMO

Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) € o distirbio de fertilidade mais comum em mulheres.
E caracterizada por hiperandrogenismo sérico ou clinico, oligo/anovulagio e presenca de cistos
nos ovdrios; ainda que um fendtipo de sindrome metabdlica também parece ser necessario. A
ampla heterogeneidade de seus fatores de risco tem colocado a etiologia da SOP no foco de
intensa investigacdo cientifica, especialmente porque hd uma falta de modelos experimentais
que reproduzam fendtipos encontrados em mulheres. Portanto, no presente trabalho, revisitamos
o modelo de obesidade neuroenddcrina cldssica induzida por L-glutamato monossédico (MSG)
e 0 propomos como um novo modelo para estudos sobre a fisiopatologia da SOP. Para tanto,
injetou-se MSG (4 g/kg/dia) ou solucdo salina equiosmolar (CTR) por via subcutinea em ratas
recém-nascidas, a cada dois dias, até o 10° dia pés-natal. No 60° dia poés-natal, o ciclo estral
passou a ser avaliado por esfregacos vaginais duas vezes ao dia, durante 15 dias. Em seguida, os
animais foram sacrificados na fase estro para coleta de sangue e 6rgdos. Quando comparadas
com o CTR, ratas MSG tinham Indice de Lee aumentado, acimulo de gordura retroperitoneal e
visceral, bem como hipertrofia dos adipdcitos viscerais. Estas eram, ainda, dislipidémicas, mas
ndo apresentaram hiperglicemia ou hiperandrogenemia. Ratas MSG demonstraram ser
oligociclicos e obtiveram uma diminui¢do de 50% na contagem de odcitos quando comparadas
com CTR. Notavelmente, ratas MSG exibiram 06 vezes mais cistos foliculares no ovario,
juntamente com maior nimero de foliculos totais, primordiais e atrésicos. A andlise
imunohistoquimica constatou que ratas MSG tiveram um acréscimo de 04 vezes na coloragao de
hormdnio anti-miilleriano em foliculos antrais. Em suma, os dados aqui apresentados
caracterizam o modelo de obesidade MSG como um modelo acessivel e facil manutencio para

estudar vias metabdlicas na fisiopatologia da SOP em ratas jovens.

Palaras-Chave: L-Monossodio glutamato. Obesidade hipotaldmica. Sindrome metabdlica.

Sindrome dos ovarios policisticos. Fisiopatologia.



27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

ABSTRACT

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is the most common fertility disorder in women. It is
clinically characterized by hyperandrogenism, oligo/anovulation, and polycystic ovarian
morphology; albeit a metabolic syndrome phenotype seems also to be required. The broad
heterogeneity of its risk factors has kept PCOS etiology under intense research, especially
because there is a lack of experimental models that fulfill human PCOS mechanisms. Therefore,
in the present work we revisited the classical neuroendocrine obesity model induced by
monosodium L-glutamate (MSG) and characterized it as a new potential model for PCOS
pathophysiology studies. Newborn female rats were subcutaneously injected with MSG
(4g/kg/day) or equiosmolar saline (CTR) every two days up to 10th postnatal day. On postnatal
day 60, estrous cycle started to be evaluated by vaginal smears twice a day for 15 days. Then,
animals were euthanized on estrous phase for blood and organs collection. When compared to
CTR, MSG rats had increased Lee Index, retroperitoneal and visceral fat pads accumulation, as
well as visceral adipocyte hypertrophy. They were dyslipidemic but did not exhibit
hyperglycemia or hyperandrogenemia. MSG rats were oligocyclic and had a 2-fold decrease on
oocyte count. Noteworthy, MSG rats had a 6-fold increase on ovarian follicular cysts, along
with higher number of total, primordial and atretic follicles. Immunohistochemical analysis
showed MSG rats had a 4-fold increase of anti-Miillerian hormone staining on antral follicles.
Together, data herein presented characterize MSG obesity model as an affordable and easy-to-

do model to study metabolic pathways underlying PCOS in young rats.

Key-words: Monosodium L-glutamate. Hypothalamic obesity. Metabolic syndrome. Polycystic

ovary syndrome. Pathophysiology.
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10

INTRODUCAO

A sindrome dos ovérios policisticos (SOP) € o distiirbio de fertilidade mais comum em
mulheres, afetando 6-15% destas durante a idade reprodutiva em todo o mundo [1]. De acordo
com o Consenso de Rotterdam, diagnostica-se SOP pela presenga de pelo menos dois dos
seguintes critérios: hiperandrogenismo sérico ou clinico, oligo/anovulacdo cronica e ovarios
policisticos visualizados por ultrassom [2-5]. Ainda que ndo faga parte dos critérios
diagndsticos, evidéncias da ultima década tém demonstrado intrinseca relagdo entre SOP e
distirbios metabdlicos, como obesidade, dislipidemia, resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 [6-
9]. Além disso, etnia e heranca genética também desempenham um papel na patogénese desta
sindrome [10]. Assim, devido a grande heterogeneidade de seus fatores de risco e co-
morbidades, a etiologia da SOP é mal compreendida e continua a ser uma questdo de intensa

pesquisa.

Um ndmero de modelos animais, variando a partir de ratos a macacos rhesus,
replicaram muitas das caracteristicas fenotipicas da SOP em humanos [11-13]. Por exemplo, a
inducdo de SOP em ovelhas e macacas apresenta diversas caracteristicas em comum as
mulheres, possivelmente devido a mecanismo reprodutivo semelhante [13-15]. No entanto, estes
modelos sdo muito caros e invidveis para estudos baseados em manipulacdes genéticas. Por
outro lado, os roedores sdo mais adequados para estudar as consequéncias de insultos
fetais/perinatais, dado o seu curto tempo de vida, ciclo estral, poliovulacdo, facilidade de
manuseio e acessibilidade [16]. Em uma recente revisdo, Walters e colaboradores [16] reuniram
e compararam todos os modelos de SOP em roedores. A maioria destes modelos baseia-se em
tratamentos a longo prazo com hormonios sexuais, seus agonistas ou antagonistas, bem como
modelos geneticamente modificados. Isto dificulta a popularizacdo de tais modelos, pois
possuem alto custo-beneficio e dependem de tecnologia de ponta. Depois de delinear as suas
vantagens e desvantagens, Walters e colaboradores concluiram que nenhum modelo mimetiza
totalmente a complexidade desta desordem clinica, tornando aconselhdvel o uso de mais de um

modelo para o progresso eficaz na compreensao da etiologia da SOP.
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O modelo de obesidade induzido por L-glutamato monossddico (MSG) fora proposto
pela primeira vez por JW Olney, que descrevera as consequéncias metabdlicas de injegdes
subcutineas de MSG em ratos [17] e macacos [18] recém-nascidos. O MSG promove
neurotoxicidade especifica no nidcleo arqueado e eminéncia mediana do hipotdlamo [17, 18],
diminuindo a liberagdo do hormonio liberador do horménio de crescimento (GHRH).
Consequentemente, hd prejuizo na secrecdo pulsitil do hormoénio do crescimento (GH) por
somatossomos da hipéfise anterior [19] e diminui¢do da concentracdo do fator de crescimento
similar a insulina 1 (IGF-1) em tecidos hepdticos e 6sseos [20]. Ndo obstante, estes animais
também exibem um desequilibrio do sistema nervoso auténomo, caracterizado por elevado
tonus parassimpdtico vs tonus simpético diminuido [21]. Assim, os roedores MSG em idade
adulta exibem diminuicdo do crescimento, obesidade, acimulo de gordura, dislipidemia,

hiperleptinemia, hiperinsulinemia e resisténcia a insulina [22-26].

Além de repercussdes metabolicas, foi demonstrado que a administracao de MSG reduz
a capacidade reprodutiva em roedores machos e fémeas [27]. Em seu relatério inaugural, Olney
ja havia sugerido que camundongos fémeas MSG fossem estéreis [17], enquanto estudos
posteriores evidenciaram peso ovariano reduzido [28], ciclo estral alongado [29, 30], puberdade
tardia [ 31] e reducg@o da fertilidade [32]. Outros analisaram a morfologia do ovdrio de roedores
MSG, sem resultados conclusivos. Sasaki e Sano [33] relataram aumento da atresia folicular
ovariana e auséncia de corpo liteo, enquanto Bojani¢ e colaboradores [34] encontraram muitos
foliculos ovarianos atrésicos, com degeneracgao cistica indefinida em ratas MSG. Recentemente,
foi demonstrado que ratas MSG com 75 dias apresentaram aumento do nimero de foliculos

primdrios, porém sem detalhamento adicional por parte dos autores [35].

Ainda que haja estudos sobre a morfologia do ovério de roedoras MSG, nao parece
haver uma anélise profunda destas caracteristicas. De forma que até o presente momento nao ha
relatos que demonstrem envolvimento destas disfuncdes reprodutivas presentes nas ratas MSG
com o desenvolvimento da SOP e suas consequéncias. Portanto, no presente estudo buscou-se

obter novas perspectivas sobre os pardmetros metabdlicos e reprodutivos de ratas MSG, em uma
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tentativa de propor este classico modelo de obesidade como uma nova ferramenta para

investigar a etiologia e possiveis tratamentos da SOP no contexto da sindrome metabdlica.

MATERIAIS E METODOS

Animais e tratamento

Ratas Wistar prenhas foram fornecidas pelo Biotério Central da Universidade Federal
do Maranhdo, Sao Luis - MA, Brasil. Apds o parto, ratas recém-nascidas foram usadas neste
estudo. Todos os animais foram mantidos num ciclo de luz-escuro de 12 horas (luzes ligadas de
06:00 a 18:00), temperatura controlada de 22-24°C, com acesso a dgua e comida ad libitum, em
gaiolas com ndo mais do que quatro animais. Todos os procedimentos foram realizados com a
permissdo do comité de ética local, em conformidade com as regras estabelecidas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal — CONCEA (parecer consubstanciado n°

016/13).

Procedimento de estudo

Injetou-se L-glutamato monossédico (4 g / kg / dia; SIGMA, Saint Louis, MO, EUA;
grupo MSG n = 7) ou soro fisiolégico equiosmolar (grupo CTR n = 8), por via subcutinea, em
dias alternados, de 2 a 10 dias de vida [17]. Os animais foram desmamados aos 21 dias de vida.
No 60° dia de vida, o Indice de Lee ([peso corporal 1/3 (g) / comprimento naso-anal (cm)] x
1000) [36] fora realizado para avaliagdo do desenvolvimento da obesidade, além de realizar o
esfregaco vaginal duas vezes ao dia para verificar a ciclicidade estral. Aos 73 dias de vida, todos
os animais foram mantidos em jejum por 8 horas para a coleta de sangue capilar da cauda para a
medi¢do da glicemia (teste tira Accu-check Active®; Roche Diagnostic System, Branchburg,
NJ, Alemanha), ao passo que a trigliceridemia e colesterolemia foram determinadas por kits de
ensaio de espectrofotometria (Labtest®, Lagoa Nova, MG, Brasil). O indice TyG (In [(glicemia
(mg / dL) x trigliceridemia (mg / dL)) / 2]) foi calculado para rastrear resisténcia a insulina

[37]. Todos os ratos foram sacrificados na fase estro do ciclo estral, entre 75 e 80 dias de vida.
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No dia do sacrificio, o Indice de Lee fora refeito e os animais foram anestesiados com cetamina
(70mg / kg) e xilazina (10mg / kg) (Syntec®, Cotia, SP, Brasil). Coletou-se sangue por pungao
adrtica, que entdo fora centrifugado e o soro estocado a -20°C até a andlise. Pesou-se ovérios,
dtero e gorduras retroperitoneal e gonadal (visceral). Tubas uterinas foram coletadas
bilateralmente para andlise em microscépio 6ptico. Os ovdrios e gordura anexa a este 6rgio
foram fixadas em paraformaldeido a 4% durante 24 horas, em seguida mantidos em dlcool a

70% para posterior processamento histologico.

Avaliagdo do ciclo estral

Avaliou-se o ciclo estral através de lavados vaginais coletados duas vezes ao dia durante
pelo menos 15 dias consecutivos, como previamente descrito [38]. Ciclos regulares seguiram a
sequéncia: 1-2 observagcdes em proestro, 1-4 observacdes em estro, 1-4 observacdes em
metaestro e 1-4 observacdes em diestro. Ciclos que ndo seguiram estritamente a sequéncia

acima foram considerados irregulares.

Contagem de oocitos

Apés o sacrificio, tubas uterinas foram coletadas, embebidas em solucdo salina e, em
seguida, esmagadas entre duas laminas de vidro para andlise em microscépio 6ptico. O nimero
de odcitos em cada oviduto fora contado por pelo menos dois investigadores em duplo cego e a

soma das duas trompas foi considerada para cada animal, como descrito anteriormente [39].

Morfologia ovariana

Ap6s a fixacdo em paraformaldeido e estocagem em dlcool 70%, o ovério direito foi
incluido em parafina e cortado em secgdes de 4 um. Os cortes foram corados com hematoxilina-
eosina (HE) e deu-se um espagamento de 11 cortes entre as andlises. Tendo em vista que o

didmetro médio de um odcito € de cerca de 20-30 um, ao analisar cada 11 cortes, assegura-se
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uma distancia de 44 um, o que impede a multipla contagem de um mesmo foliculo. Apenas os
foliculos que continham um odcito foram considerados. Os foliculos foram classificados de
acordo com Hirshfield e Midgley [40]: foliculos primordiais consistiram em uma camada de
células achatadas da granulosa em torno de um odcito; foliculos primdrios tinham uma camada
de células cuboides da granulosa; foliculos secunddrios continham um odcito rodeado por mais
de uma camada de células da granulosa e sem antro; foliculos antrais apresentavam um o6cito
rodeado por vdrias camadas de células da granulosa e continham um ou mais espacos antrais —
cumulus oophorus e camada teca também estavam presentes em alguns foliculos antrais.
Considerou-se sauddvel todo foliculo sem deformacdo nas camadas de células granulosas ou
teca ou nucleos picndticos. Foliculos atrésicos foram caracterizados pelo encolhimento ou
colapso de suas camadas, falta do odcito ou apresentando células da granulosa com pelo menos
dois nucleos picnéticos [41-44]. Foliculos cisticos foram considerados grandes cistos, cheios de
liquido, com fina camada de células da granulosa (1-4 camadas) e camada da teca espessa [41,

43, 45, 46].

Imunohistoquimica

Para a coloracdo de imunohistoquimica foram utilizadas laminas com 3-
aminopropiltrietoxissilano (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). Os cortes foram
desparafinados, bloqueados para a atividade da peroxidase enddgena, lavados com PBS e
imersos em tampdo de citrato a 90°C. As laminas foram lavadas novamente com PBS e
bloqueadas para ligacdes ndo especificas em tampao de fosfato-albumina 5%. Em seguida, o
anticorpo primdrio para o hormdnio anti-miilleriano (AMH) (R and D, Minneapolis, MN, EUA)
foi incubado em dilui¢do de 1:400 a 4°C durante a noite. No dia seguinte as laminas foram
lavadas em PBS, incubadas durante 30 minutos em temperatura ambiente com complexo de
estreptavidina-peroxidase de biotina (biotina avidina, diluidas a 1:50 em PBS; Vector
Laboratories, Burlington, ON, Canad4) e lavadas novamente com PBS. Ativou-se a atividade da
peroxidase com 3,tetracloridrato de 3-diaminobenzidina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)

em dgua destilada e 0,03% de H202. Apds uma lavagem final com PBS, todas as sec¢des foram
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contrastadas com hematoxilina por 12 segundos. Trés cortes seriados foram corados e
analisados por animal. Dividiu-se os foliculos em pré-antrais (primordial, primirio e
secunddrio) e antrais. O percentual da area do foliculo corada com AMH foi calculado através

do software ImageJ 1.48v (Institutos Nacionais de Satdde, EUA http: //imagej.nih.gov.ij).

Medicdo da drea de adipdcitos

A gordura gonadal fora processada em conjunto com o ovario direito em cortes de 4pum.
Pelo menos 97 adipdcitos foram analisados de cada animal, em 3-6 campos. Todos os cortes
continham pelo menos 100 pm de distdncia caso fosse necessario analisar mais de um corte.
Esta distdncia preveniu a miltipla andlise do mesmo adipdcito. As fotomicrografias foram
obtidas com uma ampliagdo de 200X. A 4rea de adipdcitos fora calculada utilizando o software
AxionVision (AxioVs40x64 V 4.9.1.0, Carl Zeiss Microscopia GmBH). Posteriormente, a
frequéncia de adipocitos por classe de tamanho semelhante, com intervalos de 500 um?, fora

calculada.

Dosagem de horménios sexuais séricos

Os hormdnios foram extraidos a partir de soro, antes do ensaio. Para tanto, o soro fora
descongelado em gelo para evitar picos de temperatura e degradacdo molecular. Em seguida,
adicionou-se éter etilico na propor¢cao de 5:1 com a amostra e misturou-se bem. Esta mistura
fora centrifugada a 1000 x g durante 3 minutos para separar as fases. A camada superior (éter)
fora entdo coletada e armazenada em um tubo limpo, sendo esta etapa repetida duas vezes para
extragdo 6tima. Correu-se a curva de precisdo e encontrou-se um valor de coeficiente de r2>
0,96. Todas as dosagens foram medidas no mesmo dia. Para determinar as concentracdes de
estradiol e de testosterona, kits comerciais foram utilizados (Roche Diagnostics GmbH,

Manheim, Alemanha).

Andlise estatistica
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Os resultados sdo expressos como média = EPM nas tabelas e todos os gréficos sdo
apresentados como graficos de box-plot, em que a caixa contém os percentis 25° ¢ 75° ¢ a linha
do meio € considerada como percentil 50 (mediana). Os tragos indicam os valores superiores e
inferiores ndo classificados como outliners. Teste t de Student fora utilizado para os dados
acima referidos. Qui-quadrado fora utilizado na andlise de foliculo onde aparece percentual no

lugar de foliculo por secdo. As diferencas foram consideradas significativas para P <0,05.

RESULTADOS
Perfil metabolico e morfométrico

Classicamente, injecdes neonatais de MSG em roedores recém-nascidos causam danos
no hipotalamo, especialmente no niicleo arqueado e eminéncia mediana, resultando em
diminui¢dao da secre¢do de GH e desequilibrio autondmico caracterizado por baixo tdnus
simpético versus alto tonus parassimpético [17, 19, 21]. Para assegurar a confiabilidade deste
modelo, parametros morfométricos metabdlicos foram medidos aos 75 dias de vida em ambos
os grupos (Tabela 1). O peso corporal ndo diferiu entre os grupos, mas os animais MSG
mostraram-se mais curtos do que os CTR, o que contribuiu para a elevagio de seus Indices de
Lee. Além disso, as ratas MSG apresentaram actimulo de tecido adiposo. Especificamente,
houve acréscimo de quase 3 vezes nos depdsitos de gordura retroperitoneal, enquanto 0s
depositos de gordura visceral exibiram aumento de 3,5 vezes em relagdo as CTR. Curiosamente,
ratas MSG apresentaram tanto dtero quanto ovdrios mais leves, provavelmente devido a
diminui¢do dos niveis circulantes de GH. A avaliacdo dos parametros bioquimicos séricos
mostraram ratas MSG com glicemia menor e hipertrigliceridemia, apesar de nao haver diferenca
na colesterolemia. A resisténcia a insulina foi estimada pelo célculo do indice TyG, que nao
mostrou diferencga entre os grupos. Tomados em conjunto, estes resultados reforcam que nossas

ratas MSG eram obesas e portadoras de sindrome metabdlica aos 75 dias de idade.
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Tabela 1: Parametros morfométricos e bioquimicos séricos de ratas CTR e MSG

CTR MSG
Pardmetros morfométricos
Peso (g) 166.40 + 3.45 158.00 £3.70
Comprimento naso-anal (cm) 17.70 £0.12 16.03 £ (0.22%%*
Indice de Lee ((g"*/cm)x1000) 310.60 + 1.71 337.30 £ 2.99%*
Gordura Retroperitoneal (g/100g) 1.08 £0.17 2.84 £0.26**
Gordura Visceral (g/100g) 1.08 £0.18 3.67 £0.33%%*
Utero (/100g) 0.34+£0.02 0.20 = 0.02%*
Ovdrios (mg/100g) 0.15+0.01 0.07 £ 0.00%*
Parametros metabolicos
Colesterolemia (mg/dL) 53.11 £3.06 59.30 £ 2.04
Glicemia (mg/dL) 111.00 £ 1.98 02.86 + 3.59%*
Trigliceridemia (mg/dL) 75.53 £8.07 106.80 + 8.17*
Indice TyG * 8.28 £0.12 8.48 £0.10

Resultados sdo o valor médio £ EPM de n=5-7. *p< 0,05, **p< 0,001 versus CTR
*In (glicemia jejum (mg/dL) x trigliceredemia jejum (mg/dL)/2)

Para melhor caracterizar os efeitos de distirbios metabdlicos no meio periovariano,

analisou-se a gordura aderida ao ovario sob microscopia de luz. Painéis A e B da Figura 1

mostram cortes de gordura coradas por HE para CTR e MSG, respectivamente. A mensuracio

da 4rea média dos adipdcitos de ratas MSG revelou aumento de duas vezes em comparagdo com

animais CTR (CTR 1551 £ 223,70 vs MSG 3632 + 32,73 um2, p<0,001; Figura 1C). Digno de

nota, a andlise da distribuicdo morfométrica dos adipdcitos juntamente com a sua drea indicou

que os animais MSG tinham aumento da frequéncia de adipdcitos grandes, deslocando a curva

para a direita (Figura 1D). Estes achados reiteram um desequilibrio nos aspectos metabdlicos

das ratas MSG, que, por sua vez, poderia interferir no microambiente ovariano e em suas

funcdes reprodutivas.
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Figura 1. Aumento da area de adipocitos periovarianos em ratas obesas MSG. Seccoes A e
B sdo representativas de gordura periovariana corada com HE; animais CTR (A, n = 5) e MSG
(B, n = 4). C. A média da 4rea de adipdcitos, demonstrada pelo grafico em box-plot, ilustra a
mediana (linha central) e os percentis 25 (limite inferior) e 75 (limite superior) de pelo menos
97 adipdcitos por animal. D. Grifico com a frequéncia de distribuicdo por drea de adipdcitos

CTR (circulos abertos) e MSG (circulos preenchidos). *** P <0,001 vs CTR pelo teste ¢ de

Student.

Ciclicidade, ovulacdo e morfologia ovariana

A sindrome metabdlica estd intimamente associada com distirbios reprodutivos que
concorrem na SOP, tanto em mulheres quanto em roedoras. Tipicamente, os animais CTR
mostraram ciclos regulares de 4-5 dias, ao passo que os MSG eram oligociclicos, com menos
progressdo de proestro a estro e fases metaestro-diestro alongadas (Figura 2A). A ovulagio foi
avaliada por contagem de odcito ex vivo, a fresco. As ratas MSG mostraram uma diminuicéo de

duas vezes na contagem de odcitos em comparagdo com as CTR (CTR 11,57 + 0,37 vs 5,57 +
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0,20 MSG, p <0,001; Figura 2B). Estas alteracdes reprodutivas em animais MSG se refletem,
ainda, sobre a morfologia de seus ovarios, em que houve visivelmente, aumento no nimero de

cistos foliculares em comparagdo com o grupo CTR (Figura 2C e D).

A p. B.
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0 2 4 6 B 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 CTR MSG

Observagoes (duas vezes ao dia)

Figura 2. Ciclo estral, ovulacao e histologia ovariana de animais CTR e MSG. A. Padfo do
ciclo estral representativo de CTR (topo) e MSG (parte inferior) avaliados através de lavados
vaginais, onde: P, proestro; E, estro; M, metaestro; D, diestro. B. Grafico de box-lot expondo
andlise ex vivo de odcitos apds a ovulacdo de ratas CTR e MSG, sendo a mediana (linha central)
e os percentis 25 (limite inferior) e 75 (limite superior). C e D. Cortes representativos de ovario
CTR (C) e MSG (D) corados com HE; asteriscos (*) em D indicam cistos foliculares. *** P

<0,001 vs CTR pelo teste ¢ de Student. n = 7 por grupo.

Para pormenorizar a morfologia dos foliculos ovarianos, a andlise quantitativa e
qualitativa foi realizada sob microscopia de luz. A fim de evitar um viés, o nimero médio de
foliculos foi derivado a partir do ndmero total de foliculos dividido pelo nimero de cortes

analisados. Animais MSG tiveram um espantoso aumento de 06 vezes em cistos foliculares
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(CTR 0,16 £ 0,07 vs 0,90 £ 0,11 MSG, p<0,01; Figura 3A), o que apoia fortemente o
diagndstico de SOP. Animais MSG também demonstraram elevagdo no nimero de foliculos por
corte, sauddveis e atrésicos, com excesso de foliculos primordiais quando comparado aos CTR
(CTR 11,24 + 2,27 vs 16,69 £+ 0,99 MSG, p<0,05; Figura 3B; CTR 7,17 £ 1,68 vs 11,82 MSG £
0,73, p<0,05; figura 3C). Além disso, MSG teve um aumento de duas vezes em foliculos totais e
secunddrios atrésicos (CTR 0,62 + 0,13 vs 1,81 £ 0,38 MSG, p<0,05; Figura 3D; CTR 0,20 +
0,06 vs 0,84 + 0,18 MSG, p<0,05; Figura 3E) . Considerando que ndo encontramos aumento
significativo nos foliculos antrais atrésicos por corte, animais MSG possuiam 40% mais

foliculos antrais atrésicos em comparag¢do com os CTR (Figura 3F e insercao).

A B c
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Figura 3. Analise histologica quantitativa de alteracées ovarianas em ratas MSG. A a F.
Cortes histologicos de ovarios de ratas CTR (n = 4) e MSG (n = 5). Corou-se cada 11° secdo
com HE para a contagem de foliculos ovarianos. Foliculos médios por secdo de ratas CTR e
MSG estao exibidos nos graficos box-plot pela mediana (linha central) e os percentis 25 (limite
inferior) e 75 (limite superior). O inserto em F mostra a correlagdo de foliculos antrais atrésicos
entre ratas CTR e MSG. * P <0,05 vs CTR; ** P <0,01 vs CTR analisados por teste ¢ de student

e qui-quadrado apenas no inserto.
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Além de mudangas tipicas na morfologia ovariana, ratas MSG exibiram peculiaridades
que ndo foram percebidas nas CTR. Especificamente, alguns ovédrios MSG continham foliculos
atrésicos primdrios (Figura 4A e B), o que retrata severa lesdo degenerativa em um estigio
inicial de desenvolvimento do foliculo. Notou-se que muitos animais MSG apresentavam &reas
de foliculos primordiais densamente compactados, denotadas de ninhos de foliculos primordiais
(Figura 3C e D). Todos estes dados corroboram com alteragcdes encontradas em outros modelos

experimentais de SOP [16] e sdo sugestivos de uma associagdo intrinseca entre a sindrome

metabdlica induzida por MSG e disfungdes reprodutivas.

4

2 ' d < DN O s N | WS |
racdes ovarianas qualitativas observadas em ratas MSG. As seccdes

L

Figura 4. | Alte
representativas de ovarios MSG corados por HE e que ilustram algumas alteracdes peculiares.
A. Foliculo antral atrésico com antro degenerado, infiltragdo da granulosa e nicleos picndticos.
B. Zoom em um foliculo primdrio atrésicos, com camada de células da granulosa e odcito
degenerados. C. Ninho de foliculos primordiais, visto em magnificacdo de 100x. D. Zoom de C

destacando foliculos primordiais (setas) que formam um ninho.
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Perfil dos horménios sexuais

Como o hiperandrogenismo estd intimamente relacionado com a fisiopatologia da SOP,
avaliamos as concentracdes séricas de testosterona e estradiol. Segundo a Tabela 2, as ratas
MSG tinham niveis semelhantes de testosterona e estradiol séricos, quando comparadas as CTR.
Além disso, a relacdo testosterona/estradiol ndo apresentou diferenca entre os grupos. Apesar da
auséncia de alteragdes nas dosagens de hormdnios sexuais, sabe-se que a SOP pode ocorrer sem

hiperandrogenismo [2].

Tabela 2: Niveis séricos de hormonios sexuais em animais CTR e MSG

CTR MSG
Horménios sexuais
Testosterona (ng/mL) 15.82 £ 0.66 15.15+1.30
Estradiol (pg/mL) 1423 +1.36 15.63 £2.46
Relagado Testosterona/Estradiol 1.14£0.11 1.06 £0.16

Resultados sdo o valor médio + EPM de n=4-6.

Imunohistoquimica com AMH

Uma vez que a hipersecrecdo do AMH pelas células da granulosa tem sido associada
com a SOP, tanto em mulheres e roedoras, realizamos a imunohistoquimica para este hormdnio
no ovdrio. Os dados na Figura 5 mostram aumento de coloragdo do AMH em ovarios MSG, em
comparacdo com os CTR (Figura 5A-D). A anélise quantitativa ndo evidenciou diferenca no
percentual de coloragdo entre foliculos pré-antrais (Figura 5E). Curiosamente, havia um
aumento de 04 vezes na coloragcdo de AMH em foliculos antrais de ratas MSG (CTR 2,07 £
0,59 vs 9,43 £ 2,06 MSG, p<0,01; Figura 5F). Apesar do aumento da coloracdo em foliculos
antrais, ndo houve diferencga significativa na colora¢do dos foliculos totais (Figura 5G), o que

pode estar relacionado a maior prevaléncia de foliculos pré-antrais em oposi¢ao aos antrais. Em
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conjunto, estes dados apontam para uma desregulacdo na camada de células da granulosa, com a

maturacao dos foliculos ovarianos interrompida em ovarios MSG.

CTR

MSG

Foliculos pré-antrais Foliculos antrais Total de foliculos

]@-

Figura 5. Coloracao imunohistoquimica do hormonio anti-miilleriano (AMH) em ovarios

]
Q

10

=

-
=)

o

Marcacéo de AMH

(% da area total do foliculo)
Marcagio de AMH

(% da area total do foliculo)
Marcagéo de AMH

(% da area total do foliculo)

MSG

de ratas CTR e MSG. Sec¢oes de ovarios CTR (n = 5) e MSG (n = 4) foram submetidas a
marcagdo com anticorpo para AMH e analisados trés cortes seriados por animal. A a D. Sec¢des
representativas de foliculos pré-antrais e antrais imunolocalizados para AMH sdo mostrados
para CTR (A e B) e MSG (C e D), respectivamente. E a G. Percentual de coloracdo por AMH
em foliculos pré-antrais (E), antrais (F) e totais (G); este percentual € demonstrado por grafico
de box-plot, tendo mediana (linha central) e percentis 25 (limite inferior) e 75 (limite superior).

** P <0,01 vs CTR pelo teste ¢ de Student.

DISCUSSAO

O presente relatério evidenciou que injecdes subcutineas de MSG em ratas recém-

nascidas produziu um fendtipo de obesidade de SOP tdo cedo quanto 75 dias de vida,
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assemelhando-se as caracteristicas encontradas em mulheres. Ratas obesas MSG exibiram
hipertrigliceridemia, hipertrofia dos adipdcitos viscerais, ciclo estral irregular, cistos foliculares
no ovdrio e foliculos ovarianos atrésicos. Além disso, este modelo apresentou aumentada
coloracdo de AMH em foliculos antrais e aumento da quantidade de foliculos primordiais. Por
outro lado, os niveis séricos de hormdnios sexuais, especialmente testosterona, ndo foram
afetados. Dada a auséncia de hiperandrogenismo, ratas MSG revelam-se um modelo acessivel e
de facil manutengcdo para estudar os mecanismos metabdlicos na fisiopatologia da SOP em

animais jovens.

Distirbios metabdlicos sdo altamente prevalentes entre mulheres com diagndstico de
SOP e desempenham um papel importante na fisiopatologia desta sindrome. De fato, 38-88%
das mulheres com SOP sdo obesas [47, 48] ao passo que 50-70% tém resisténcia a insulina [49-
51]. Além disso, a obesidade tem sido associada a sintomas de SOP mais graves, enquanto que
tratamentos direcionados para perda de peso, tais como drogas e exercicio, melhoram
significativamente os pardmetros reprodutivos [52]. Inimeros mecanismos correlacionando
obesidade e SOP t€m sido propostos; um dos quais consiste em insulina sérica elevada devido
ao aumento da deposi¢io de gordura, hipertrigliceridemia e/ou resisténcia 2 insulina. E
importante notar que a hiperinsulinemia tem sido proposta como ente causador de SOP e a

ocorréncia de hiperinsulinemia/resisté€ncia a insulina tem maior prevaléncia em mulheres com

SOP, independente do peso corporal [48, 53, 54].

Os dados aqui apresentados mostram que ratas MSG desenvolveram obesidade,
traduzida por um aumento em seus Indices de Lee, acimulo de gordura visceral e
retroperitoneal e hipertrigliceridemia. Por outro lado, encontramos diminui¢do dos niveis de
glicose no soro destas ratas obesas. Isto pode ser explicado por uma exacerbada secre¢do de
insulina, j4 verificada em animais MSG [25], sem resisténcia a insulina estabelecida, devido a
pouca idade dos nossos animais. Em consonincia com nossos achados, alguns relatérios
mostraram ratos MSG de 120 dias normoglic€micos [55] e até ratos MSG de 6 meses com

glicemia menor do que os controles [24]. No entanto, até a presente data, existe escassez de
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dados referentes as medi¢des de glicemia em ratas MSG. Apesar de ndo termos medido os
niveis de insulinemia, constituindo uma limitagcdo deste relatério, hiperinsulinemia é uma marca
amplamente descrita em casos de obesidade induzida por MSG [22-25, 56, 57], que, por sua
vez, nos permite propor que seja este um fator causal para o fenétipo metabdlico observado em

nossas ratas MSG.

Outra caracteristica metabdlica importante encontrada em nossos animais MSG foi a
hipertrofia dos adipdcitos na gordura visceral periovariana. A drea média de adipdcitos de
animais MSG foi duas vezes mais elevada do que a dos animais CTR, refletida por uma
transicdo a direita na curva de distribuicdo de frequéncia. Foi descrito que a hipertrofia de
adipdcitos estd relacionada a hiperinsulinemia [58] e hiperleptinemia [59]. Leptina afeta a
fisiologia reprodutiva estimulando a secrecao de hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
e hormonio luteinizante (LH) em ratos [60], além de agir diretamente no ovdrio ao perturbar a
maturagio folicular e ovulagdo [61]. E interessante notar que a hiperleptinemia tem sido descrita
em ratos MSG tdo jovens quanto 30 dias [62], atingindo um aumento de 10 vezes em 120 dias
de vida em fé€meas [56]. Assim, a hipertrofia dos adipdcitos e consequente aumento dos niveis
de leptina podem contribuir para o desenvolvimento da SOP. Ademais, mulheres com SOP
exibiram aumento de 25% no didmetro de seus adipécitos quando comparadas com a populacio
saudavel de mesmo IMC [63], o que defende uma relacdo entre SOP e hipertrofia dos

adipdcitos.

Ratas MSG também desenvolvem disfungdes reprodutivas, que incluem a reducio do
peso ovariano [28], curto ciclo estral [29, 30], puberdade tardia [31] e redugdo da fertilidade
[32]. Apesar destas caracteristicas, hd uma falta de estudos sobre a morfologia dos ovdrios de
ratas MSG. Sasaki e Sano [33] relataram aumento de atresia folicular ovariana e auséncia de
corpo liteo em animais MSG, enquanto Bojani¢ et al [34] encontraram muitos foliculos
atrésicos e degeneracdo cistica indefinida, sem mencionar se ali havia aumento de cistos
foliculares. Curiosamente, um estudo recente analisou ovarios de ratas MSG com 75 dias de

vida, encontrando elevag¢do no nimero de foliculos primdrios, sem exploracdo adicional [35].
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Portanto, a morfologia ovariana de fémeas MSG ainda ndo foi analisada em profundidade de

modo a relacionar suas disfungdes reprodutivas com o diagnéstico de SOP.

As nossas ratas MSG exibiram ciclo estral irregular, o que reforca descobertas
anteriores e corrobora com a conexdo entre sindrome metabdlica e distirbios reprodutivos.
Ratas MSG eram oligociclicas, ao invés de aciclicas, e tiveram duas vezes menos odcitos em
suas tubas uterinas apds a ovulagcdo. A maioria dos modelos de SOP em roedores mostra
fendtipo aciclico [16], que descreve perturbagdes mais graves do que as apresentadas em neste
estudo. Tem sido apontado que essas perturbagcdes graves nao refletem a SOP humana [46].
Além disso, as ratas MSG possuiam ovdrios mais leves quando comparados aos CTR, explicado
pela deficiéncia na secrecdo pulsatil de GH. E bem verdade que o aumento do volume ovariano
ao ultrassom é considerado uma caracteristica importante para o diagndstico de SOP em
mulheres [64], embora a maioria dos modelos em roedoras exiba peso ovariano reduzido [16].
Portanto, os oligociclos e a ovula¢do reduzida encontrados nas ratas MSG podem melhor se
correlacionar com alteracdes tipicamente encontradas em adolescentes e mulheres com SOP

[65].

Outras caracteristicas definidoras de SOP consistem em anomalias na histologia do
ovério, tal qual o aumento da contagem de foliculos, cistos foliculares e atresia [2, 16, 46].
Walters et al revisitaram modelos de SOP em roedores e observaram que todos os modelos pos-
natais com administracdo de androgénios e letrozole apresentavam ovérios policisticos (PCO) e
atresia de foliculos [16]. Modelos metabdlicos da SOP, como o rato JCR:LA-cp geneticamente
modificado, com receptores de leptina ndao funcionantes, também apresentou PCO e atresia de
foliculos ovarianos [46], ao passo que o rato obeso Neo Zelandés possuia atresia do foliculo
sem PCO [66]. Notavel destacar que nossas ratas MSG tiveram um aumento robusto de cistos
foliculares e foliculos atrésicos, sugerindo um comprometimento no microambiente de seus
ovdrios. Tais cistos continham fina camada de células da granulosa com camada de células da

teca espessada, provavelmente refletindo sobre a producdo hormonal intraovariana.
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Curiosamente, foliculos primdrios atrésicos foram visualizados somente nos ovdrios MSG, que

denotam grave comprometimento no desenvolvimento folicular.

Aumento no nimero de foliculos primordiais se faz presente na SOP humana através de
uma combinacdo de mecanismos, envolvendo androgénios [67], AMH [68] e outros fatores.
Nao obstante, poucos relatérios contaram foliculos primordiais em modelos de SOP até o
presente momento. Destes, a exposi¢do cronica a dihidrotestosterona (DHT) nao influenciou no
nimero total de foliculos primordiais [69], enquanto que o rato obeso Neo Zelandés tinham
mais foliculos primordiais apenas com 85 dias de vida, mas ndo em animais mais velhos [66].
As nossas ratas MSG tiveram acréscimo no numero de foliculos primordiais, quando
comparadas as CTR. Este foi ainda caracterizado pela ocorréncia de ninhos de foliculos
primordiais, encontrados apenas em ratas MSG. O nimero total de foliculos também elevou-se

em animais MSG, apesar de ndo detectarmos diferenca em foliculos mais maduros.

Tem sido demonstrado que os androgénios sintetizados pelas células da teca nos ovérios
sdo essenciais para o desenvolvimento folicular saudédvel [70]. Por outro lado, ovérios na SOP
tem um microambiente com excesso de androgénios, o que aumenta o recrutamento e
desenvolvimento folicular, em parte explicando por que os modelos SOP t€ém mais foliculos
primordiais, bem como a atresia folicular e a formacdo de cistos [71]. A hiperinsulinemia
também contribui para a patogénese da SOP pois interfere na fungdo ovariana. A insulina age
diretamente nas células da teca, sinergicamente com LH, regulando a sintese de testosterona
[72], conquanto evite o desenvolvimento folicular em mulheres [73]. Uma hipétese plausivel de
hipersensibilidade a insulina no ovério, com consequéncias sobre a producdo de androgénio

ovariano, tem sido proposta como a ligacdo entre SOP e sindrome metabdlica [74].

Ap6s diagnosticar SOP em nossas ratas MSG pela presenca de oligociclos/oligovulagdo
e ovdrios policisticos, o préoximo passo buscou possiveis mecanismos envolvidos no seu
desenvolvimento. Em primeiro lugar, foram avaliados os niveis séricos de testosterona e

estradiol. Surpreendentemente, nao houve diferenca entre os grupos para ambos os hormdnios.
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Por outro lado, o hiperandrogenismo ndo é consensual entre os modelos de SOP em animais.
Tratamento cronico com DHT [69] ou valerato de estradiol [75] ndo induziram
hiperandrogenismo em roedoras, bem como o rato obeso Neo Zelandés [66]. Também ¢é
necessdrio salientar as dificuldades de dosagem de androgé€nios em mulheres [2, 64]. Mesmo
nas mulheres hd dificuldades ao avaliar os niveis de testosterona. A maioria dos laboratdrios
analisam o soro sem extracdo prévia, viés este que tentamos superar através da extracdo dos
hormoénios com éter. Apesar de ndo haver diferenca nos niveis séricos de testosterona,
esperamos que os futuros relatérios mensurem o teor de androgénio intraovariano em ratas

MSG.

Outra contribuicio importante para o desenvolvimento da SOP € o AMH sintetizado no
ovério. Trabalhos anteriores mostram que o AMH inibe o crescimento dos foliculos primordiais,
funcionando como um fator inibidor do crescimento durante as fases iniciais da foliculogénese
[76] e aumentando a populagéo de foliculos primordiais [77]. O AMH tem sido relacionado com
SOP, embora ndo haja consenso sobre a sua aplicacdo diagndstica [2, 64]. As nossas ratas MSG
exibiram colora¢do para AMH aumentada em foliculos antrais, mesmo que isto ndo refletisse na
coloragdo total de AMH quando comparado ao grupo CTR. Estes dados podem explicar, pelo
menos em parte, o mecanismo pelo qual os ovarios MSG tiveram igual nimero de foliculos
antrais desenvolvidos - primdrio, secunddrio e antral - apesar de ter mais foliculos primordiais.
Curiosamente, nem a exposicao pré-natal a testosterona [78], nem a exposicdo pds-natal cronica
a DHT [69] causaram aumento nos niveis de AMH no soro ou ovérios. Ainda que os niveis
séricos de AMH nao foram avaliados, o aumento da producdo de AMH foliculos antrais poderia
exercer um efeito pardcrino nos foliculos primordiais, impedindo o seu crescimento e

promovendo atresia folicular.

Em conclusdo, nosso estudo fornece a primeira caracterizacdo morfolégica da SOP em
ratas MSG. Além disso, consistente com informacdes de que a SOP em humanos possa ocorrer
sem elevagdo dos niveis séricos de androgénios, nossos dados trazem novas perspectivas sobre a

aplicacdo das ratas MSG em estudos com enfoque nos mecanismos de interligacdo entre
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distirbios metabdlicos e SOP. Digno de nota, a forte coloracio de AMH em foliculos antrais
MSG defende este caminho. Ademais, considerando que o modelo MSG é uma ferramenta
acessivel e de facil aplicabilidade, este trabalho abre perspectivas para investigacdes
fisiopatoldgicas e farmacoldgicas sobre a etiologia da SOP, podendo ser realizadas em regides
desfavorecidas, democratizando o acesso ao conhecimento e desenvolvimento cientifico nesse

campo.
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Fornecer uma declaragédo clara do problema e cite a literatura relevante sobre o assunto. Nao

inclua os resultados ou declaragdes sumarias.

Materiais e métodos.

Etica.

Deve ser declarado e documentado que as investigacdes com animais experimentais ou assuntos

foram conduzidos de acordo com as diretrizes e normas especificas do SSR.

Materiais.

Nomes de marcas. Use nomes genéricos de produtos quimicos, farmacos, anticorpos, reagentes,
enzimas, etc., quando possivel. As marcas devem ser utilizadas se a composi¢dao dessa marca é
fundamental para a metodologia. Se um nome de marca é dado, também deve ser indicado o

nome do fabricante. Por exemplo:

Kit Dynabeads mRNA DIRECT (Invitrogen)

ANOVA one-way (software Prism versdo 3.03; GraphPad)
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FSHR (1:. 1000 de dilui¢do, ab65975; Abcam, Inc.)

Composicao. Especifique a composi¢do de todas as solucdes, tampdes, misturas, € meios de

cultura (incluindo PBS) se um nome de marca e fabricante ndo sao fornecidos.

Materiais doados. Fornecer afiliagdes institucionais de individuos ou empresas que doaram

suprimentos ou reagentes.

Simbolos de marca registrada. Nao use marca ou simbolos registrados com marcas ou nomes de

empresas.

Métodos.

Forneca aos leitores informacdes suficientes para replicar o trabalho. Trabalho inédito ndo pode
ser citado para fornecer validacdo de metodologia. Incluir métodos estatisticos utilizados para
andlise dos dados. Use as referéncias a métodos publicados, se eles sdo idénticos aos métodos

utilizados no presente estudo.

Resultados.

Apresentar os resultados em detalhe apropriado, usando o verbo no passado. Consulte as tabelas

e figuras em ordem, sem discussao.

As sequéncias de nucledtidos deve ser submetido ao GenBank, EMBL, ou DNA Banco de
Dados do Japao, e o nimero de acesso ea data de adesdo referido no texto. Autores sio
encorajados a fornecer um link para o depdsito ao invés de proporcionar a sequéncia completa

no texto.

Dados de gendmica e protedmica deve ser depositado com o repositdrio expressdo gé€nica e
matriz hibridizagao dados NCBI (GEO). O niimero de acesso GEO e seqiiéncia informagdes

deposito deve ser referenciado na nota 1, depois de alguma informacao financiamento.
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Discussao.

Fornecer uma interpretacao clara e concisa dos resultados; evitar a repeti¢do dos resultados.

Agradecimentos

Reconhecer qualquer assisténcia ndo financeira (por exemplo, andlise estatistica, ajuda técnica,

assisténcia editorial, criagdo de animais, etc.).

Referéncias.

Obras aceitdveis. Pode ser utilizado apenas artigos publicados ou aceitos para publicacdo. Os
artigos devem ter aparecido em publicacdes revisadas por pares ou de outras obras publicadas
que sdo acessiveis para a maioria dos cientistas. Os artigos que foram "aceitos
condicionalmente”, "submetido”, ou estdo "em processo" ndo sdo aceitdveis. Se um documento
foi aceito, mas ndo foi publicado em sua forma final (ou seja, informagdes citagcdo completa
ainda ndo esta disponivel), por favor, indicar que o documento € "in press" (ver artigo de jornal,

publicada ahead of print).

Os resumos. Um resumo pode ser usado como uma referéncia somente se ele tiver sido

publicado em uma edicdo regular de um jornal prontamente disponivel e indexado.

/ Referéncias on-line da Internet. Todo o material on-line deve ser citado por completo e deve
incluir o endereco na web e data de acesso pelos autores. Muitas fontes on-line fornecem uma

citacdo sugerida.

Dados inéditos. Cite comunicagdes pessoais € dados ndo publicados somente se necessario. No
texto, proporcionar o nome (s) do individuo (s) associado com os dados nao publicados. Por

exemplo, "(Smith and Winter, dados ndo publicados).

Precisdo. Os autores sdo responsaveis pela exatiddo de todas as referéncias. Se as alteracdes de

refer€ncia sdo necessarios na prova, os autores serdo cobrados para cada alteracio.
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Ordem. Todas as referéncias devem ser citadas em ordem numérica no texto usando colchetes
(por exemplo, "como Smith [12] relatou” ou "conforme relatado anteriormente [3-5]") e deve
aparecer nessa ordem na sec¢do theReferences. Se uma citagdo de referéncia s6 aparece em uma
tabela ou figura, nimero que faz referéncia dltima. Por exemplo, se existem 50 referéncias no
texto, quatro em uma mesa, € dois em uma figura, as referéncias no texto seriam numerados 1-
50, as referéncias na tabela seria numeradas 51-54, e as referéncias na figura seriam numerados

55-56.

DICA: Procure por "[" em seu documento do Word ou PDF para ver uma lista de suas

referéncias no texto. Use essa lista para garantir que suas referéncias estdo em ordem numérica.

Apresentacdo. Liste até 12 autores e / ou editores de uma publicacdo. Se houver mais de 12
autores, liste a apenas 12 primeiro seguido de "et al." Abreviar nomes de didrio de acordo com
fontes de série para o banco de dados BIOSIS, Index Medicus, ou do PubMed Jornal navegador.

Os numeros das paginas deve ser inclusivo (por exemplo, 722-729, ndo 722-29).

NOTA: Usudrios podem baixar um arquivo .ENS no estilo BOR no site da notas finais (tipo

"Biologia da Reproducao” no campo Nome da publicagdo).

Resumo em Biologia da Reproducao.

Vo TTB, Jeung EB. Expressdo calbindina-D9k em células GH3 é um biomarcador de potencial
xenoestrogenic de parabens. In: Resumos da 43a Reunido Anual da Sociedade para o Estudo da
Reproducio, 31 julho - 3 agosto de 2010, Milwaukee, Wisconsin. Biol Reprod 2010; 83 (suppl):

275 Abstract.

Kwon DK, Koo JO, Parque SJ, Kang JT, Parque HJ, Kim SJ, Lua JH, Saadeldin IM, Jang G,
Lee BC. Otimizando suina ovdcitos ativacdo elétrica, ajustando o tempo de exposicdo manitol

pré e pos-ativacdo. In: Suplemento Biologia da Reproducdo do Quadragésimo Quarta Reunido
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Anual da Sociedade para o Estudo da Reproducdo, 31 julho - 4 agosto de 2011, Portland,

Oregon. Biol Reprod 2011; Suppl: Abstract 176.

Reserve.

Sokol RR, Rohlf FJ. Biometria. New York: WH Freeman e Co; 1981: 253-261.

Capitulo de livro.

Harrison RJ, Weir BJ. Estrutura do ovario de mamifero. In: Zuckerman S, Weit BJ (eds.), O

ovario, vol. 1, 2a ed. New York: Academic Press; 1977: 113-217.

Banco de Dados.

Rato Tumor Biology banco de dados (MTB), Genoma do Camundongo Informadtica. Bar
Harbor, ME: O Laboratério Jackson; 2004. http://www.informatics.jax.org. Acessado em 11 de

Outubro de 2012.

Fonte Internet.

Mammalian Genética Reprodutiva [Internet]. Seattle, WA: University of Washington.

http://mrg.genetics.washington.edu. Acessado em 12 de Janeiro de 2012.

Artigo de jornal, 12 ou menos autores.
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